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behavior  in  response  to  changing  sensory  stimuli.  In  contrast,  inappropriate  connections  are 
eliminated. Studies in vertebrate disease models have shown that a loss of synaptic connections 
is central to most if not all neurodegenerative diseases (Goda et al., 2003; Jontes et al., 2006). 
Little  is  still  known  regarding  the molecular  control  of  synapse  formation, maintenance  and 
refinement. The Drosophila neuromuscular junction (NMJ) represents an excellent model system 
to  study  these  mechanisms.  To  identify  novel  regulatory  molecules  controlling  synapse 







multiple  aspects  of  synapse  development  and  refinement  at  the  Drosophila  neuromuscular 
junction  (NMJ).  First,  Drosophila madm mutants  displayed  prominent  synaptic  stability  and 
degeneration defects. Second, Madm mutant animals showed severe morphological alterations 
















































large  quantity  at  relatively  low  cost.  Flies  have  a  short  generation  time with  a well‐defined 
lifecycle (see Thesis Fig. 1). Their fecundity is high. Genetic studies are facilitated by the two facts 
that male  flies  do  not  have meiotic  recombination  as well  as  the  use  of  so‐called  balancer 
chromosomes (exhibiting multiple inverted repeats) also prevents recombination. Furthermore, 
an amazing tool set for genetic manipulation is available allowing site‐directed and tissue‐specific 
genetic  analyses.  For  example,  a  huge  armamentarium  of  genetic markers with  easy  visible 
phenotypes helps to control the outcome of crosses. Another example is the use of the UAS/Gal4 
system derived  from yeast  (Brand et al., 1993). The yeast transcription activator protein Gal4 
binds  to  the  enhancer  UAS  (Upstream  Activation  Sequence)  sequence  and  initiates  the 
expression of any gene after the UAS sequence. As different enhancer and promoter regions can 














There  is  a  high  degree  of  conservation  between  Drosophila  and  other  species,  including 
mammals.  Fundamental  signaling  pathways  like  the  insulin/mTOR  (mammalian  target  of 
7 
rapamycin)  pathway,  for  example,  are  highly  conserved  between  Drosophila  and mammals 
(Hietakangas et  al., 2009). Hence,  genes  and molecules  identified  to play  a  role  in  a  certain 
cellular  process  in  Drosophila  are  likely  to  have  conserved  functions  in  other  organisms. 
Furthermore, studies in mammals are often impeded by redundancy. Thus, the fruit fly provides 
a very fast and reliable model system to study developmental and disease aspects. 
It  is  estimated  that  75%  of  all  genes  which  were  associated  with  human  diseases  have  a 
Drosophila ortholog (Reiter et al., 2001). For example, the fruit fly is used as neurodegenerative 
disease model. Neurodegenerative protein conformation diseases such as Huntington’s disease 
display  the  formation  of  large  protein  aggregates  (Marsh  et  al.,  2004).  Essential  features  of 







The  central  nervous  system  (CNS)  in  Drosophila  develops  from  a  bilaterally  symmetrical 


















Zlokovic, 2008). To sum  it up, glia provide the environment  for neurons to  function optimally 
(Freeman  et  al.,  2006).  There  are different  glial  cell  types  in  the Drosophila  nervous  system 
executing various functions (Pereanu et al., 2005; Freeman et al., 2006; Stork et al., 2008; Doherty 















well  as  the  neural  lamella  layer  control  the  permeability  for  larger molecules  e.g.  proteins, 
conferring barrier selectivity. Thus, the uptake of ions, metabolites and particles of different size 







transmit  information  via  small molecules  and/or  peptides,  referred  to  as  neurotransmitters. 
Those  synaptic  connections  are  altered  during  a  process  called  neuronal  plasticity.  Plasticity 
means the functional and structural change of neuronal connections (synapses) in response to 











the  mammalian  brain.  Because  this  features  are  similar  to  central  excitatory  synapses  in 






targets  rise during embryogenesis and are  individually  specified. Motoneurons are  formed  in 
lineages from more than 10 different neuroblasts (Landgraf et al., 1997; Schmid et al., 1999). The 
NMJs are already defined in stage 13‐15 during embryogenesis (Menon et al., 2013). The axons 






SSR  is a membranous  structure of  the muscle. The precise  role of  the SSR  is  still not exactly 
determined,  but  one  of  its  proposed  functions  is  glutamate  uptake  (Faeder  et  al.,  1970). 
Furthermore, the SSR might also act as a local translation site of GluRs (Sigrist et al., 2000). 
The formation of the SSR also triggers the maturation of the presynaptic side into a well‐defined 















or visualization. There are seven abdominal segments  (A1‐A7)  in  the  larvae  from anterior  to posterior  (only  five 
segments  are  shown  here).  Each  segment  is  divided  into  two  hemisegments  by  the  ventral  midline.  Each 
hemisegment consists of 30 multinucleated skeletal muscle fibers which are organized  in a stereo‐typed pattern. 
The motoneuron axons extended from the CNS and innervate the 30 muscles in each hemisegment (Menon et al., 














subsequently  innervate  newly  generated  adult  muscles  (Liu  et  al.,  2010).  There  are  three 
different types of boutons at the Drosophila larval NMJ:  
First,  type‐Ib  and  type‐Is  (type‐I  big  and  type‐I  small)  motoneurons  which  are  exclusively 














































Furthermore,  the  TGF‐β  pathway  shows  a  high  level  of  crosstalk  and  interaction with Wnt 
(Wingless &  Int‐1) signaling.  Interestingly,  loss of  function of the two components of the Wnt 
pathway arrow (arr) and disheveled (dsh) alter the microtubule (MT) cytoskeleton thus leading 
to a reduction of NMJ growth (Miech et al., 2008). 






al., 2013). The ubiquitin‐proteasome  system  (UPS) executes  the degradation of ubiquitinated 
proteins. The anaphase‐promoting complex/cyclosome (APC/C) is an E3 ubiquitin ligase complex 
necessary for this degradation. APC2 (morula), Cdc27 and Cdh1 are core or catalytic subunits of 
the APC/C complex known  to affect NMJ  formation and growth. One  substrate of  the APC/C 
15 
complex  ‐ DLiprin‐α  ‐  is a  scaffolding protein which promotes NMJ growth.  In apc2 mutants, 
DLiprin‐α is not ubiquitinated. Thus, the protein accumulates at the NMJ leading to an increased 
synaptic bouton number. Highwire  (Hiw)  is  an ubiquitin  ligase of  another E3 ubiquitin  ligase 





























A  set  of  mutations  affecting  the  madm  locus  was  generated  previously  via  EMS  (ethyl  methanesulfonate) 
mutagenesis. For the manuscript and my thesis, I focused on the analysis of 3 different alleles: Madm 2D2, 4S3 and 
P(EP)3137. The Madm 2D2 allele is a genetic null allele. A deletion mutation leads to a frameshift and thereafter to 
a  premature  translational  stop  codon  after  additional  34  amino  acids.  In  initial Madm  studies,  this  amorphic 
mutation resulted in a strong small head phenotype referred to as “pinhead” and major growth and developmental 
deficits (Gluderer et al., 2010). Madm mutant larvae were found to be up to 10 days developmentally delayed. The 










Bunched  A  belongs  to  the  TSC‐22/Dip/Bun  (transforming  growth  factor‐β‐stimulated  clone 




isoforms  of  the  protein  characterized  by  alternative  N‐termini.  Consistent  with  the  role  of  
TSC‐22 as potential tumor suppressor, its upregulation was mostly found associated with growth 
17 
inhibition and/or  the  induction of apoptosis  (Kawamata et al., 1998; Omotehara et al., 2000; 







and  compensatory  mechanisms  between  the  different  isoforms.  Accordingly,  the  TSC‐22 






peripheral nervous system  (Kania et al., 1995). Disruption of  the bunched gene  led  to closely 
associated  lateral  chordotonal  neurons.  Thus,  the  gene  was  called  bunched.  In  Drosophila, 







with Madm  in  an  unbiased  screen  for  novel  growth  regulators  to  positively  affect  growth 
(Gluderer et al., 2008; Gluderer et al., 2010). Reduction of each protein individually resulted in 
the “pinhead” phenotype. EMS‐induced recessive bunA mutants,  like madm mutants, showed 













































et al., 2012).  Interestingly, dMlf  interacts with the transcription  factor DREF  (DNA replication‐
related element  factor)  (Ohno et al., 2000; Martin‐Lanneree et al., 2006). DREF mediates  the 
upregulation of genes  involved  in DNA replication and proliferation e.g. DNA polymerase‐α or 
dE2F (Hirose et al., 1993; Takahashi et al., 1996; Sawado et al., 1998). The transcription factor 
DREF  was  found  to  modulate  growth  downstream  of  the  mTOR,  but  not  the 
insulin/phosphatidylinositol  3‐kinase  (PI3K)  signaling  cascade.  It was  demonstrated  that  TOR 
controlled  DREF  mRNA  levels.  This  transcriptional  control  was  partially  mediated  via  the 
transcription factor dMyc. 
Finally, DMlf  or  hMlf was  found  to  suppress  neuronal  toxicity  of  poly  glutamine  (poly Q)  in 








for  the development and  function of neuronal  circuits. Despite  the  fact  that without  refined 
connections between neurons and  their  target cells no meaningful neuronal  function  can be 
executed,  the  individual  factors  determining  synapse  formation,  stabilization  and/or 








































































The  coordination  of  synaptic  growth  and maintenance  is  essential  for  the  establishment  of 



















behavior  in  response  to  changing  sensory  stimuli.  In  contrast,  inappropriate  connections  are 
eliminated. Studies in vertebrate disease models have shown that a loss of synaptic connections 
is central to most if not all neurodegenerative diseases (Goda et al., 2003; Jontes et al., 2006). 







embryo  to  late  third  instar  larvae.  This dramatic  size  increase  indicates  the need  for proper 
growth control. 
So far, mainly three signaling pathways were shown to mediate growth control, morphology as 
well as  synaptic  stability at  the Drosophila NMJ. These networks are  the mTOR  (mammalian 




























aspects  of  synapse  development  and  stability  were  affected.  NMJs  of  presynaptic  Madm 
knockdown  animals  displayed  a  very  pronounced  synaptic  stability  as  well  as  growth  and 
morphology defects. In addition, abnormal accumulations of presynaptic proteins within nerves 
were present. Because of these strong and penetrant phenotypes, I focused in this study on the 





previously  implicated  in  ER‐to‐Golgi  trafficking  (De  Langhe  et  al.,  2002)  and  Madm  RNAi 
knockdown was shown to interfere with protein secretion (Bard et al., 2006; Brunner et al., 2007). 
In human, Madm is named nuclear receptor binding protein 1 (NRBP1) because of two putative 



















TSC‐22/Dip/Bun  (transforming  growth  factor‐β‐stimulated  clone  22/DSIP‐immunoreactive 
peptide/Bunched) protein  family of putative  transcription  factors.  In  in  vitro  and  cell  culture 
studies, the TSC‐22/Dip/Bun protein family was implied to act as negative growth regulators and 
thus  tumor suppressors. Accordingly,  transcriptional upregulation of TSC‐22/Dip/Bun proteins 
was  mostly  found  associated  with  growth  inhibition  and  /  or  the  induction  of  apoptosis 
(Kawamata et al., 1998; Omotehara et al., 2000; Uchida et al., 2000). Most of these studies on 








in  enhanced  growth  phenotypes.  Concomitant  BunA  and Madm  loss  caused  even  stronger 




Mlf  1,  the  second Madm  interaction  partner we  identified  at  the Drosophila NMJ, was  first 















and morphology at  the Drosophila NMJ. We  show  that Madm  is  required  in  the presynaptic 
motoneuron to coordinate synapse development and stability. Using genetic interaction assays, 












organized  in  roundish  boutons.  The  neuronal membranes which  can  be marked  by HRP  are 
continuously  formed and  intact.  In case of destabilization, the retraction  is designated by the 

















42.5  and 57.8%  synaptic  retractions  (Fig. 1  F,  I  and  Fig.  S1 D,  F).  In  addition  to  the  synaptic 
retraction  frequency, we also quantified  the  severity of  the defects. Four different classes of 
synaptic  retraction  severity were quantified. Shown are  small  retractions with only 1‐2 distal 
boutons affected, medium retractions with 3‐6 boutons missing and large retractions with 7 and 













2D2  and  4S3  alleles  were  analyzed  as  transheterozygous  combination  with  the  deficiency 
Df(3R)Exel7283,  subsequently  referred  to  as Madm Df.  This  deficiency was  already  used  for 









in  the  highest  synaptic  retraction  frequencies  across  all  tested  genotypes.  Large  retractions 




the  different mutant  backgrounds.  In  all  cases,  the  synaptic  retraction  frequencies  could  be 
significantly reduced (2.5% ‐ 17.5% on muscle 1, Fig. 1 I and 3.4% ‐ 7.2% on muscles 1/9 & 2/10 
as well as 6.3% ‐ 17.5% on muscles 6/7, Fig. S1 D, F). Synaptic retraction frequencies could be 
even  shifted  back  to mainly  small  and medium  retraction  events  (Fig.  1  J  and  Fig.  S1  E, G). 
Furthermore, no large synaptic retractions or total eliminations of nerve terminals were observed 
across all quantified muscles (Fig. 1 J and Fig. S1 E, G). As control, we expressed the UAS‐Madm 
construct using  the elav‐Gal4  in  a wild‐type background. We did not observe  any  significant 
change of  synaptic  stability  compared  to  controls  (Fig.  1  I  and  Fig.  S1 D,  F).  In  addition, we 
expressed Madm  under  the  control  of  the motoneuron‐specific  OK371‐Gal4  driver  (2D2/Df 



















In  this  study,  we  characterized  the  previously  described  madmEP3137  allele  in  more  detail 
(Gluderer et al., 2010). Thus, we could show that the EP element insertion in the 5ʹUTR of the 
madm gene has a strong effect on Madm protein expression. Detected levels of Madm protein 






the  occurrence  of  these  varicosities  in  2D2/Df mutant  animals which  are  lacking  the Madm 
protein. Varicosities were also present  in other madm mutants (data not shown). On average, 
4.3 nerves were affected per animal  (out of an average of 14 nerves  in  total)  (Fig. 2 D). This 
represented a frequency of 31.2% nerves with axonal bulges or swellings (Fig. 2 E). Expression of 






of  these  sides  is  sufficient  to  rescue  the  swelling  phenotype  and  maybe  restores  normal 
interaction between motoneurons and glial cells. 
Axonal swellings and varicosities are a hallmark of neurodegenerative diseases in mammals and 
humans  e.g.  in  Parkinson’s  and  Alzheimer’s  disease, multiple  sclerosis  or  hereditary  spastic 
paraplegias. In those affected axons, axonal transport  is usually  impaired. Thus, we wanted to 
address  the molecular  and  functional  identity  of  the  observed  bulges  in  the Madm mutant 
animals  in more detail. We wanted  to  see whether  this defect affects  transport  and  related 
structures. Hence, we visualized microtubule bundles via Futsch ‐ the invertebrate microtubule‐





In  contrast, we  observed  the  accumulation  of  puncta  of  the  active  zone marker  BRP within 







would  indicate a general  transport  issue as vesicles are no  longer properly  transported along 
nerves  and  axons  (Fuger  et  al.,  2012). However,  no  significant  accumulation  of DVGluT was 
measured in madm mutants (Fig. S2 E). Elav‐Gal4 driven Madm overexpression caused even slight 
33 
















branches was  significantly  increased  in all madm mutants  (Fig. 3 B, C, G and Fig. S3 A). This 
parameter was not significantly altered in the presynaptic Madm knockdown animals compared 
to the control animals (Fig. 3 D, G and Fig. S3 A). Re‐expression of Madm using again the pan‐




total  synaptic boutons. We  saw  a  significant decrease  in  the presynaptic  knockdown  and  all 
mutants (Fig. 3 B, C, D, H and Fig. S3 B). In the transheterozygous 4S3/Df mutant animals, the 
number of  synaptic boutons was almost  cut  in half  (50.6%). Upon neuronal  re‐expression of 
Madm  in the mutant backgrounds, there was a slight  increase  in bouton number  ‐ which was 
significant  in  the presynaptic 4S3/Df  rescue  (Fig. 3 E, F, H and Fig. S3 B). We also  tested  for 





where  the  NMJ  length was  reduced  to  54%.  A  gradual  difference was  visible  between  the 
homozygous EP mutant animals (not significantly reduced) versus the EP/Df mutant animals. Pan‐
neuronal  rescues  significantly  restored  the NMJ  length  (Fig.  3  E,  F,  I  and  Fig.  S3  C). Madm 
overexpression did not show a significant effect on this parameter (Fig. 3 I and Fig. S3 C). Finally, 
we correlated the area covered by the NMJ to the area and size of the corresponding muscle 








boutons,  the  total  NMJ  length  and  the  NMJ  area  covering  the muscle  surface  significantly 
decreased. Presynaptic re‐expression of Madm in the different mutant backgrounds significantly 
rescued  the  observed  defects  except  from  the  number  of  synaptic  boutons where  a  slight 





















of  second  instar  animals was  not  significantly  altered  between  control  and  4S3/Df mutant 
animals, the 4S3/Df mutant NMJs were already undergrown in comparison to the control (Fig. 4 














Thus,  second  instar  larvae  seem  to be  largely unaffected by  instability, but  there  is  a  rapid, 
significant  increase  in  stability defects during  the development  to  third  instar  larval  stage.  In 
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synaptic  stability  (Fig.  S5  C,  D).  We  observed  a  significant  rescue  of  synaptic  stability  in 
presynaptic EGFP‐Madm 2D2/Df rescue animals compared to 2D2/Df mutant animals (Fig. S5 C). 
Furthermore, synaptic retraction severities were reduced (Fig. S5 D). Next, we confirmed that 
overexpression of  the UAS‐Madm and  the EGFP‐Madm  construct had  similar effects on NMJ 
morphology (Fig. S 5 E, F, G, H). Thus, the EGFP‐Madm construct we used to demonstrate Madm 





Interestingly, we observed  the  strongest  synaptic  stability and morphology defects  in Madm 





(Martin‐Lanneree  et  al.,  2006).  The deletion  represents  a null  allele  (Martin‐Lanneree  et  al., 
2006).  Homozygous  mlf∆C1  mutant  animals  displayed  synaptic  retraction  frequencies 
comparable to wild‐type animals (4.2%, Fig. 6 D) on the dorsal muscles 1/9 & 2/10. As maternal 





























decreased compared  to  control  (Fig. 6 F, G, H,  I,  J, K). Thus,  those mutants displayed  similar 
features of the morphological changes observed  in Madm mutant animals (Fig. 2 and Fig. S3). 
The parameter of the NMJ area covering the muscle area showed a tendency towards reduction 

















the  synaptic  retraction  frequency  at  the  dorsal  muscles  (Fig.  7  A).  In  transheterozygous  
mlf∆C1 /+; 2D2/+ animals, we observed a small but significant increase of synaptic instability to 







effects  and  tendencies were  also  observed  on muscles  6/7  (Fig.  S8  A,  B).  Interestingly,  the 






















synapse development and maintenance. We provide evidence  that Madm contributes  to  the 











was  increased,  whereas  synaptic  bouton  number,  total  NMJ  length  and  NMJ  area  were 
significantly decreased. We observed that the precise control of Madm protein levels is crucial 
for  the  control  of  synaptic  stability  and morphology.  The  number  of  synaptic  boutons was 
significantly decreased in Madm mutant animals. Presynaptic rescue experiments increased the 




increase of NMJ area covering  the muscle  surface after presynaptic Madm overexpression  in 
control animals. Thus, we can assume that the precise  levels of Madm protein  in the nervous 











In  second  instar  larvae, we also  saw  that  the overall appearance and organization of control 
versus Madm mutant NMJs was very similar. However, the NMJs in Madm mutant animals were 








sides to ensure glial wrapping of the axons.  If this effect holds true  it would be  interesting to 
analyze this potential new signaling cascade  in more details. Second and more  likely, the pan‐




Microtubule bundles, visualized via Futsch  ‐  the  invertebrate MAP1B  (microtubule‐associated 
protein 1B) homolog, were  less organized and  formed  sinuous  structures. The  linear, parallel 
bundling within the axon was lost. Although this might affect transport along these microtubules, 
we  could not observe accumulation of BRP or DVGluT  inside  the varicosities.  Interestingly, a 





This affected directed axonal  transport  in glia and  suppressed neuronal excitability. Glial Khc 
depletion  resulted  in  an  opening  of  the  BBB  indicated  by  the mislocalization  of  the  septate 
junction protein Neurexin IV (invertebrate homolog of mammalian Caspr) and spastic flies (adult 




















Gluderer  et  al.,  2010). Hence, we  investigated  their  potential  role  in  the  control  of  synapse 










Madm.  Although mlf  or  bunA mutants  alone  did  not  display  significant  synaptic  instability 
phenotypes, they modulated synaptic stability defects in combination with Madm. The removal 
of  a  single  copy  of  Mlf  in  the  Madm  mutant  background  significantly  increased  synaptic 
instability. Thus, Mlf seems to promote synaptic stability. In contrast, the removal of a single copy 





















Drosophila  NMJ  including  synaptic  bouton  size,  active  zone  numbers  and  neurotransmitter 
release  (Cheng  et  al.,  2011).  Upon  S6K  loss,  the  size  of motoneuron  cell  bodies  as well  as 
motoneuron axons was reduced (Cheng et al., 2011). Interestingly, co‐overexpression of BunA as 
well  as  the  growth‐promoting mTOR  pathway  component  S6  kinase  was  demonstrated  to 




2  (TorC2), but not  the TOR  complex 1  (TorC1), was  involved  in  the  control of growth at  the 
Drosophila NMJ (Dimitroff et al., 2012). Initial testing of potential genetic  interaction with S6K 




peptides are hormones acting via  the PI3K  (phosphatidylinositol 3‐kinase)/AKT  (=PKB  (protein 
kinase B)) pathway. Neuronal overexpression of PI3K resulted in increased synaptic growth at the 
NMJ  (Dimitroff  et  al.,  2012).  Furthermore,  PI3K was  shown  to  regulate  synapse  number  of 
Drosophila  larval motoneurons  (Martin‐Pena  et  al.,  2006),  indicating  a  potential  link  to  the 
growth promoting and stability promoting functions of Madm. We will use genetic  interaction 
tests to analyze whether Madm may represent a downstream target of this pathway. 
In  addition,  the  BMP/TGF‐β  (bone  morphogenetic  protein/transforming  growth  factor  β) 
pathway was shown to regulate NMJ formation and growth (Featherstone et al., 2000; Collins et 
al.,  2007).  Glass‐bottom  boat  (Gbb)  is  released  from  the muscles  and  activated  the  TGF‐  β 
receptors Wishful thinking (Wit) and Saxophone (Sax) or Thick veins (Tkv) in motoneurons. This 















































lacking the ATP‐binding domain. The protein has  three nuclear export signals  (NES) and one nuclear  localization 
signal (NLS). Different recessive lethal madm alleles were generated via EMS mutagenesis (Gluderer et al., 2010). 
Their allelic strength was monitored combining them with a deficiency (Df(3R)Exel7283). The same deficiency is used 
throughout  this  study. Originally,  the  degree  of  the  small  pinhead  phenotype  as well  as  larval  growth  deficits 
observed were rated. The Madm 2D2 allele was classified as a strong allele, 4S3 as an intermediate allele and the 
P{EP}3137 element  insertion, we use  in  this  study, was previously uncharacterized. The 2D2 allele  is a deletion 
causing a frameshift after 385 amino acids. It leads to a premature translational stop codon after additional 34 amino 
acids. The 4S3 allele  is a point mutation changing arginine to histidine (R525H). The P{EP}3137 element  insertion 
resides  in  the 5ʹUTR. The  iniƟaƟon of prepupal  stages  in Madm mutant  animals was  two  to  ten days delayed. 
Interestingly, the BunA‐binding domain of Madm is also the binding domain for Mlf (Lim et al., 2002). This interaction 
domain  is  affected  in  the Madm  4S3  allele.  (B)  Analysis  of Madm  knockdown,  alleles  and  presynaptic  rescue 
experiments on Western blot with larval brain samples. Madm protein was detected at ~ 75kDa size and showed 
double band. Tubulin served as loading control. n = 2 ‐ 3.8 brains per lane. (C) NMJ of control did not display synaptic 
instability. A precise opposition of  the presynaptic active  zone marker BRP  (green) and  the postsynaptic GluRIII 
receptors  (red) was observed. Neuronal membrane was continuously  formed  (HRP, white).  (D‐E) Madm mutant 
animals displayed strong synaptic stability defects. Postsynaptic  footprints  (red) were  left behind unopposed by 
presynapse (green). Neuronal membrane started to get degraded (HRP in white). (F) Presynaptic Madm knockdown 
resulted  in  synaptic  instability.  (G‐H)  Presynaptic Madm  re‐expression  in Madm  2D2/Df  or  4S3/Df  background 








































4S3/Df mutant  animals.  (I)  Quantification  of  total  NMJ  length.  The  length was  highly  significantly  reduced  in 













































for  the  maternal  contribution  (mat.  ctr.)  were  obtained  by  crossing  homozygous  mutant  Mlf∆C1/Mlf∆C1  or 
Mlf∆C1/Df virgin females to heterozygous Mlf∆C1 mutant males. Thus, the genotype of Mlf∆C1/Mlf∆C1 mat. ctr. 
animals is Mlf∆C1/Mlf∆C1 or Mlf∆C1/Df. The null allele bun 200B (affecting all Bunched isoforms) and the P‐element 
insertion GE12327  (subsequently  referred  to as GE  for  simplicity)  in  the bunA 5ʹUTR are  combined  for analysis.  




















in Mlf∆C1/Mlf∆C1 mat.  ctr. mutant  as well  as  Bun  200B/GE mutant  animals  compared  to  control  animals.  (J) 
Quantification  of  number  of  total  synaptic  boutons.  The  total  synaptic  boutons were  significantly  reduced  in 
Mlf∆C1/Mlf∆C1 mat. ctr. mutant and Bun 200B/GE mutant animals. (K) Quantification of total NMJ length. The total 
length of the NMJs was highly significantly reduced in both mutants compared to control NMJs. (L) Quantification of 









Quantification of  synaptic  retraction  frequency and  severity  for genetic  interaction of Madm and Mlf on dorsal 
muscles 1/9 & 2/10. Heterozygous Mlf∆C1/+ as well as Madm 2D2/+ animals did not show significant increase of 
synaptic  retraction  frequency  and  severity.  Transheterozygous Mlf∆C1/+;  2D2/+  animals  displayed  a  significant 











reduced  the  synaptic  retraction  frequency more  than half. Observed  synaptic  retractions were also  less  severe. 
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note puncta of BRP  in motoneurons and axons which were not present  in control and  rescue animals.  (C) Pan‐















in  all Madm mutant  animals.  This  increase  of  BRP  accumulations  could  be  highly  significantly  rescued  upon 
presynaptic  Madm  re‐expression.  Presynaptic  Madm  overexpression  did  not  cause  BRP  accumulations.  
(E) Quantification of DVGluT cluster intensities normalized to control. No significant increase compared to control 

































Madm  expression.  Thus,  Madm  was  not  located  within  nuclei.  Scale  bars:  VNC  20  µm,  nerve  5  µm.  
(C‐D) Quantification of synaptic retraction frequency and severity on muscles 1/9 & 2/10. The use of EGFP‐Madm to 








via  the  horizontal  line  crossing  the  box.  n  =  17  ‐  24 NMJs  on muscle  1  in  6  different  animals  per  genotype.  





































defects  on  muscles  1/9  &  2/10,  quantifications  were  done  for  muscles  6/7.  Similar  effects  were  observed.  
(A‐B) Quantification of synaptic retraction frequency and severity for genetic interaction of Madm and Mlf on ventral 
muscles 6/7. Heterozygous Mlf∆C1/+ and Madm 2D2/+ animals, transheterozygous Mlf∆C1/+; 2D2/+ animals and 
zygotic Mlf∆C1/Mlf∆C1 mutant  animals  did  not  show  significant  increase  of  synaptic  retraction  frequency  and 
severity. But the removal of one madm copy  (2D2/+)  in the zygotic Mlf∆C1/Mlf∆C1 mutant animals significantly 
increased  synaptic  instability  compared  to  controls.  The  effect  was  not  significant  compared  to  zygotic 
Mlf∆C1/Mlf∆C1 mutant  animals.  Similarly,  the  removal of one madm  copy  in Mlf∆C1/Mlf∆C1 mat.  ctr. mutant 





Mlf∆C1/Mlf∆C1  are  3  animals  and  Mlf∆C1/Mlf∆C1;  2D2/+  are  6  animals.  Error  bars  represent  SEM.  
(C‐D) Quantification of synaptic retraction  frequency and severity  for genetic  interaction of Madm and BunA on 





synaptic  retraction  frequency was almost  tripled compared  to control animals, but not significantly altered. The 
removal of one madm copy (2D2/+) in the Bun 200B/GE mutant animals resulted in significantly increased synaptic 












as  controls,  elavC155‐Gal4,  OK371‐Gal4,  REPO‐Gal4,  UAS‐CD8GFP,  Madm  Df(3R)Exel7283, 
P(EP).madmEP3137, Mlf  Df(2R)BSC482, Mlf  Df(2R)Exel7138  (all  Bloomington  Drosophila  Stock 






The  full  length Madm ORF was amplified  from  cDNA  LD28657 obtained  from  the Drosophila 
Genomic  Research  Center  (Indiana,  USA)  using  the  following  primers:  
5ˈ‐CACCATGTCAAATAGCCAAGCGAATG‐3ˈ  and  5ˈ‐TCAATTGCTCGTCGTGCCC‐3ˈ.  The  ORF  was 






The  full  length Madm ORF was amplified  from  cDNA  LD28657 obtained  from  the Drosophila 
Genomic Research Center (Indiana, USA). N‐terminal 6xHis‐tagged full‐length Madm constructs 
were generated using  the Gateway system  (pDEST17 vector)  (Invitrogen). As  the protein was 
insoluble,  further  purification  was  performed  under  denaturing  conditions  using  SpinTrap 
Columns (GE Healthcare). Polyclonal rabbit anti‐Madm antibodies were generated and purified 
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larval brains were  transferred  into 20 µl of a NP40‐based  lysis buffer with protease  inhibitor, 




standard  procedures.  Subsequently,  protein was  transferred  to  Invitrolon  PVDF membranes 
(Invitrogen) again  following  standard procedures. After blocking, membranes were  incubated 
with  primary  rabbit  anti‐Madm  (1:500;  generated  by  Davidʹs  Biotechnologie  (Regensburg, 
Germany) & ourselves) or mouse anti‐Tubulin (1:1,000; Developmental Studies Hybridoma Bank) 
antibody at 4°C overnight. Incubation with secondary HRP‐conjugated anti‐rabbit or anti‐mouse 
antibodies  (Jackson  Immunoresearch), used at 1:10,000, was done  for 2 h at RT. Protein was 






Bouinʹs  fixaƟve  (Sigma‐Aldrich).  Larval  fillets were washed  in  standard  PBST  buffer.  Primary 
antibodies were incubated overnight at 4°C. The following primary antibodies were used at the 
given  concentrations:  anti‐Bruchpilot  (nc82)  1:250,  anti‐Synapsin  (3c11)  1:100,  anti‐Futsch 
(22c10)  1:500  (all  obtained  from  Developmental  Studies  Hybridoma  Bank),  rabbit  anti‐Dlg 
1:20,000, rabbit anti‐GluRIII 1:2,000  (Pielage et al., 2011), rabbit anti‐DVGluT 1:20,000, rabbit 
anti‐GFP 1:1,000 (Invitrogen) and rabbit anti‐Madm 1:500 (generated by Davidʹs Biotechnologie 
(Regensburg,  Germany)  &  ourselves).  During  incubation  with  primary  antibodies,  neuronal 
74 
membranes were stained with anti‐HRP directly conjugated with Alexa or Cy‐dye used at 1:250 















Synapse  stability was analyzed  for 10 animals of each genotype  (unless otherwise  indicated) 
stained with presynaptic BRP, postsynaptic GluRIII and HRP  (neuronal membranes). Different 
muscles or muscle groups  (muscles 1/9 & 2/10 and muscles 6/7) were analyzed  for  stability 
defects  from abdominal segments A3  to A6. Severity of synaptic  retractions was classified by 
counting  individual  synaptic boutons missing presynaptic BRP  signal. Classification of  severity 
based on destabilized boutons was: 1‐2  synaptic boutons, 3‐6  synaptic boutons,  ≥7  synaptic 










dimension  quantification. Muscle  tiles were  stitched  together  using  XUV  Tools  Profiles  and 
custom‐written  Fiji  (ImageJ)  applications.  NMJs  (muscle  1  or muscles  6/7)  were  imaged  in 





















test with  equal  variances).  P‐values  for  the  different measured  phenotypical  categories  and 
















boat;  GLuRIII,  glutamate  receptors  subunit  III;  HD,  Huntington’s  disease;  HRP,  horseradish 
peroxidase; HSP, hereditary spastic paraplegia; JAK‐STAT, Janus kinases & signal transducers and 
activators of transcription; Khc, Kinesin heavy chain; m, muscle; Madm, Mlf1 adapter molecule; 
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depletion  on  additional  muscle  groups.  For  example,  I  also  quantified  synaptic  retraction 
frequencies observed on muscle 4. In the Drosophila larvae, this muscle lies in between the two 





mutant  combinations  ranged  from  21.3%  to  62.5%  and were  highly  significant  compared  to 
controls (Thesis Fig. 5 B, D). The presynaptic re‐expression of Madm in different Madm mutant 
animals  using  the  pan‐neuronal  driver  elav‐Gal4  significantly  rescued  the  synaptic  stability 




boutons)  as well  as  the  total  eliminations were  completely  absent  under  rescue  conditions 
(Thesis Fig. 5 E). Please note that although the synaptic stability defect was completely rescued 
(Thesis Fig. 5 D), the morphology and organization of individual boutons was still slightly altered, 














synaptic  retraction  frequency and  severity on muscle 4. Synaptic  instability was highly  significantly  increased  in 
84 
presynaptic Madm  knockdown  and mutant  animals.  Large  synaptic  retractions  as well  as  total  eliminations  of 
presynaptic nerve  terminals were observed. Presynaptic  rescue experiments,  in which Madm was  re‐expressed 
presynaptically,  highly  significantly  rescued  synaptic  stability  defects.  Synaptic  retraction  frequency  as well  as 
severity were rescued. The use of the motoneuron‐specific OK371‐Gal4 driver in comparison to the pan‐neuronal 





For  the  description  of  the morphological  and  growth  related  alterations  observed  in madm 
mutants, I selected four categories to display the phenotype in the manuscript: number of NMJ 
branches, number of total (Is and Ib) synaptic boutons, total NMJ length of all branches and the 




connecting  two  boutons.  Satellite  boutons  can  be  found  on  type  Is  as well  as  type  Ib NMJ 
branches.  These  boutons  are  immunopositive  for  presynaptic markers  such  as  Synapsin  or 




did  not  show  a  significant  increase  in  the  number  of  satellite  boutons  (Thesis  Fig.  6 A), we 













box blots. Boxes display 25‐75 percentile, whiskers represent 5  ‐ 95% range,  the mean  is depicted by □ and the 
median is shown via the horizontal line crossing the box. n = 17 ‐ 24 NMJs on muscle 1 in 6 different animals per 
genotype.  (A) Quantification of  the number of  satellite boutons. Those boutons are additional,  smaller boutons 





to controls.  (B) Depicted  is  the variance of  the muscle 1 area  for all  tested genotypes.  (C) The muscle 1 area  is 
displayed normalized to control. Upon presynaptic Madm knockdown, muscle area was significantly increased. There 
was no significant change for Madm mutant animals except for 4S3/Df mutant animals, in which the muscle size was 




Furthermore,  I monitored  the  general  growth  in  the  larvae  and measured muscle  sizes. This 
parameter was correlated to the NMJ area covering the corresponding muscles. When I analyzed 



















To analyze  the  role of  the postsynapse  in more detail,  I  tried  to  rescue  the  synaptic  stability 
defects present  in 4S3/Df mutant animals by re‐expression of Madm using the muscle‐specific 
MEF2‐Gal4  driver.  The  4S3  allele  combined with  a  deficiency  caused  the  strongest  synaptic 
stability defects of all allelic combinations on all analyzed muscle groups (Thesis Fig. 7 B, E and 
Thesis  Fig.  8  A).  In  the muscle‐specific  rescue  experiments,  I  could  significantly  rescue  the 
synaptic stability defects on all muscles (Thesis Fig. 7 D, E and Thesis Fig. 8 A). The severity of the 




























long,  fused  stretch  of  synaptic  boutons.  (A‐D)  Scale  bars:  main  panels  7  µm,  enlarged  panels  1.5  µm.  
(E‐F) Quantification of synaptic retraction frequency and severity on muscles 1/9 & 2/10. Upon postsynaptic Madm 



























of  four  different morphological  categories  for NMJs.  The  variance  of  the  absolute  values  of  the  four  different 
measured parameters on muscle 1 is displayed via box blots. Boxes display 25‐75 percentile, whiskers represent 5 ‐ 
95% range, the mean is depicted by □ and the median is shown via the horizontal line crossing the box. n = 17 ‐ 23 
NMJs on muscle 1  in 6 different animals per genotype.  (D) Quantification of  the number of NMJ branches. This 
parameter was  highly  significantly  increased  in  4S3/Df mutants.  It  could  be  highly  significantly  rescued  upon 
postsynaptic re‐expression of Madm using MEF2‐Gal4  in 4S3/Df mutant animals. (E) Quantification of number of 
total synaptic boutons. The number of  total synaptic boutons was highly significantly  reduced  in 4S3/Df mutant 
animals. This parameter was significantly rescued upon postsynaptic re‐expression of Madm in the 4S3/Df mutant 































(A) A control NMJ on muscle 1 with  the presynaptic marker Syn  (green) and  the postsynaptic marker Dlg  (red). 




25‐75 percentile, whiskers represent 5  ‐ 95% range, the mean  is depicted by □ and the median  is shown via the 
horizontal line crossing the box. n = 17 ‐ 21 NMJs on muscle 1 in 6 different animals per genotype. (C) Quantification 
of the number of NMJ branches. This parameter was highly significantly increased in 2D2/Df mutant animals. The 












As the bun200B allele affects all of the six different Bunched  isoforms present  in Drosophila,  I 
also performed an analysis of bun alleles affecting only the isoform BunA. I analyzed the bunA‐149B 
allele which  I will  refer  to as bun149. This allele was previously described  to affect  the  long 














Interestingly,  this  data  shows  even  stronger  defects  in  synaptic  stability  and morphology  as 
compared  to  the  bun  200B/GE  allelic  combination.  But  the  bun  149  allele was  created  via 
imprecise excision of the GE element. Thus, common genetic background mutations could be 
responsible for the stronger phenotypes. As a consequence, I only included the analysis of the 








target  BunA.  But  background  hits  affecting  other  genes  caused  by  the  imprecise  excision  cannot  be  excluded.  
(A‐B) Quantification of synaptic retraction frequency and severity on dorsal muscles 1/9 & 2/10. Bun 149/GE mutant 
animals displayed highly significant increase in synaptic instability compared to control animals. Total eliminations 





75  percentile, whiskers  represent 5  ‐  95%  range,  the mean  is depicted  by  □  and  the median  is  shown  via  the 
horizontal line crossing the box. n = 17 ‐ 19 NMJs on muscle 1 in 6 different animals per genotype. (E) Quantification 











growth  control  like  e.g.  the  mTOR/insulin  signaling  network  and  prior  proposed  potential 
interacting  candidates  (see  PhD  thesis  Gluderer  S.,  2009).  Those  candidates  included  Mlf,  
Elongin‐B, CSN5,  S6  kinase,  Stat92E, mTOR, Akt  and  4E‐BP1.  Elongin‐B, CSN5,  S6  kinase  and 
Stat92E  were  tested  for  potential  genetic  interaction  (data  not  shown).  Pending  on  the 
availability  of  fly  lines  the  following  analyses  were  performed:  Mutants  were  analyzed  in 
homozygous conditions but also in combination with madm alleles. The effect of overexpression 
using  a  corresponding  UAS‐construct  was  monitored.  Co‐overexpression  experiments  of 











large‐scale RNA  interference  (RNAi)  ‐ based genetic screens.  I screened 269 candidates genes 
based on their affiliation to cytoskeleton, cytoskeleton‐associated and transport proteins as well 
as signaling molecules (QueryBuilder of FlyBase) and literature searches. 
Following  the RNAi‐based  screens, mutations  of  the most  promising  candidate  genes where 
tested and analyzed  in detail to verify the screen hit and  its phenotype. For embryonic  lethal 
mutations, I performed MARCM (Mosaic analysis with a repressible cell marker) analysis which 
allowed me  to  investigate homozygous mutant motoneuron clones  in an otherwise wild‐type 
background. 








A  presynaptic  network  of molecules  has  previously  been  identified which mediates  synapse 









RNAi  library was established  for  this purpose  (Dietzl et al., 2007). Long double‐stranded RNA 
98 
hairpins can be expressed in a temporal and spatial manner using the UAS/Gal4‐system. This RNA 





The  139  candidates  of  this  screen were  selected  based  on  the  following  different  features: 

























Knockdown  of  KLHL18  protein  led  to  a  prominent  synaptic  retraction  phenotype  which  I 
quantified and analyzed. Interestingly, this synaptic stability defect was most pronounced on the 
ventral muscles 6/7 (Thesis Fig. 13 B, C). The synaptic retraction frequency pooled for the muscles 
6/7,  12,  13  and  4  was  12.5%  (data  not  shown).  Unfortunately,  there  were  no mutants  or  





















































Presynaptic  knockdown of Rab11  via RNAi  led  to  strong  synapse  formation  and morphology 












The  presynaptic  RNAi‐caused  phenotype  of  Rab5  was  characterized  by  prominent  synaptic 





attempt  failed  because  of  incorrect MARCM  stocks.  Rab5  represents  a  strong  candidate  for 
further analysis using MARCM approaches. 
 











implicate  a  transcription  factor  in  NMJ maintenance.  Upon  presynaptic Myc  knockdown,  I 
observed  severe  synaptic  stability defects  (55.8%) at  larval NMJs as well as axonal  transport 






























































(A)  Hypomorphic  myc  mutants  displayed  overgrowth  phenotype  compared  to  wild‐type.  Scale  bar:  20  µm.  
(B) Quantification of synaptic bouton number to describe overgrowth phenotype. Average synaptic bouton number 








Neuropile  is visualized by BRP. Scale bar: 50 µm. (B)  In homozygous Myc mutant motoneuron clones,  I observed 
mainly  minor  synaptic  retractions  and  mild  synaptic  bouton  morphology  defects.  Scale  bar:  10  µm.  (C)  The 







Ankyrin  2  (Ank2)  is  an  adaptor molecule  for  the  cytoskeleton  and  other molecules  at  the 
Drosophila NMJ and mediates stability on the presynaptic side (Pielage et al., 2008). In order to 
investigate  when  and  where  different  Ankyrin  2  (Ank2)  isoforms  are  involved  in  synapse 
formation, maintenance and retraction,  I cloned different  fluorescently  tagged Ank2  isoforms 
(Venus, Cerulean, RFP, td‐EosFP (for photoconversion)). As the ank2 locus is larger than 90 kb, I 
used  BAC  cloning &  recombineering  (P[acman]  system;  (Venken  et  al.,  2006;  Venken  et  al., 
2009)). A main part of this work was to set‐up and fine tune the recombination protocol to obtain 
the  tagged molecules.  Subsequently,  I  injected  the  generated  constructs  into  flies  to  create 
transgenic animals expressing the constructs. 
To gain insights into the cellular dynamics underlying synapse retractions, I started to set up the 


































































to  analyze whether  the morphology  and  synaptic  stability  defects  have  an  impact  on  NMJ 
functionality. This approach  is  limited by the  fact, that the observed morphological as well as 
synaptic  stability  defects  are  more  pronounced  on  the  dorsal  muscles.  In  contrast, 




interactions  on  the  pre‐  and  postsynaptic  side  should  be  determined  in more  detail.  Upon 
postsynaptic expression of Madm in Madm mutant animals, we observed a significant rescue of 











We  found  genetic  evidence  that  the  interaction  between Mlf  and Madm  contributes  to  the 
control of  synapse  stability. When one  copy of Madm  (2D2/+) was  removed  in homozygous, 











the  long  BunA  isoform.  I  already  tried  to  address  this  question  using  the  combination  of  
Bun 149/GE. This combination was previously used  for  the analysis of growth‐related defects 
(Gluderer  et  al.,  2008).  The  bun  149  allele  was  generated  via  imprecise  excision  of  the  








For  the  detailed  analysis  of  Madm,  I  did  not  only  perform  pre‐  and  postsynaptic  rescue 
experiments.  In addition,  I also  tried  to rescue  the Madm phenotype  in all  tissues except  the 
nervous system. For these experiments, I used a Gal80 construct under the control of the elav 
promoter.  The  elavGal80  construct  was  combined  with  da‐Gal4  which  drives  ubiquitous 
expression of UAS  constructs  throughout  the entire  animal.  Synaptic  stability  as well  as BRP 
transport  defects  in  those  animals  were  improved  (not  quantified,  data  not  shown).  The 
morphological  defect  was  only  slightly  rescued  (not  quantified,  data  not  shown).  Again, 
potentially leaky expression of the used UAS‐Madm construct has to be excluded before we can 
make  final  statements  regarding  the  requirements  of  Madm  outside  the  nervous  system. 
Furthermore,  I  tried  to  rescue  the  Madm  mutant  phenotypes  using  ubiquitous  da‐Gal4 
expression. However,  I did not obtain any  larvae  in these crosses. Similarly, overexpression of 
Madm via da‐Gal4 resulted in only few animals that died as first instar larvae. Hence, a precise 







This  candidate  was  Dishevelled  Associated  Activator  of  Morphogenesis  (DAAM).  Upon 
presynaptic  knockdown  of DAAM, minor morphology  defects were  observed  at  the NMJ.  In 
addition, synaptic instability and accumulation of BRP in the motoneurons were observed. But 














The  availability  of  enough  food  and  nutrients  is  a  key  determinant  for  animal  growth.  Two 
signaling pathways have been intensively studied for their role in organismal and cell growth in 
response to nutritional intake: the TOR kinase and the insulin/PI3K kinase signaling pathway. This 
insulin/mTOR  signaling  network  is  the  main  sensor  and  mediator  of  cellular  nutrients 
(Hietakangas  et  al.,  2009).  Thus,  this  signaling  network  is  a  key  regulator  of  cell  size  and 
proliferation as well as tissue growth  (Hietakangas et al., 2009). One mode of action of these 
pathways  is the regulation of expression of metabolic genes via different transcription factors 
like Myc,  FOXO  (Forkhead box  class  ˈOˈ) and DREF  (DNA  replication  related element binding 
120 
factor)  (Killip  et  al.,  2012).  Especially,  the  expression  of  genes  for  protein  synthesis  can  be 






to  regulate  NMJ  growth  and  morphology  (please  see  discussion  section  of  manuscript). 
Interestingly, I hit many genes in my RNAi‐based screen which are part of or are associated with 
this  signaling network.  In my  screen,  TSC1  and  TSC2  as well  as  the  transcription  factor Myc 
displayed  prominent  phenotypes  affecting  NMJ  morphology  and  synaptic  stability. 








published  to show NMJ growth defects  in Drosophila  (Khuong et al., 2010). PI4KIII alpha was 
shown  to  mediate  localization  and  activation  of  presynaptic  Wiscott‐Aldrich  syndrome 
protein/WASP (WSP). WASP is known to mediate actin dynamics (Vartiainen et al., 2004). In this 
study, a model was proposed  that WSP and PI4KII alpha mediate signaling at  the presynapse 















































































Zen2012  (Life  Imaging  Center,  Freiburg, Germany) was  used  for  image  acquisition  at  a  Zeiss  LSM700  confocal 










































































for unpaired  Studentʹs  t  test  (http://studentsttest.com). P‐values  for  the different measured 
phenotypical  categories  and  genotypes  are  given  below.  Significance  levels were  defined  as 
following: *** p≤0.001, ** p≤0.01; * p≤0.05 and n.s. (not significant) p>0.05. 
Madm, Mlf or BunA mutant allelic combination as well as protein overexpressions were always 








Control  0 ± 0    10  71 
PreRNAi  47.5 ± 5.3  1.06E‐08  10  73 
EP/EP  46.3 ± 5.5  4.27E‐08  10  74 
EP/Df  41.3 ± 6.9  7.76E‐06  10  75 
2D2/Df  38.8 ± 10.1  0.00088  10  74 
4S3/Df  77.5 ± 5.6  3.28E‐11  10  78 
elav EP/Df rescue  6.3 ± 3.1  0.00019  10  72 
elav 2D2/Df rescue  2.5 ± 1.7  0.00172  10  78 
OK371 2D2/Df rescue  10 ± 2.5  0.00999  10  77 
elav 4S3/Df rescue  17.5 ± 5  1.85E‐07  10  75 













Control  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
PreRNAi  7.5 ± 3.3  18.8 ± 3.8  21.3 ± 4.9  3.8 ± 1.9 
EP/EP  15 ± 5.5  13.8 ± 3.9  17.5 ± 5.3  1.3 ± 1.3 
EP/Df  11.3 ± 3.5  12.5 ± 4.2  17.5 ± 5  0 ± 0 
2D2/Df  16.3 ± 4.6  10 ± 4.1  12.5 ± 4.2  1.3 ± 1.3 
4S3/Df  3.8 ± 2.7  13.8 ± 3.5  60 ± 5.5  3.8 ± 1.9 
elav EP/Df rescue  3.8 ± 1.9  1.3 ± 1.3  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
130 
elav 2D2/Df rescue  2.5 ± 1.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
OK371 2D2/Df rescue  7.5 ± 2.8  1.3 ± 1.3  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
elav 4S3/Df rescue  5 ± 2  6.3 ± 2.8  6.3 ± 2.8  0 ± 0 











Control  0 ± 0  0 ± 0    6  84 
2D2/Df  4.3 ± 0.6  31.2 ± 3.9  1.05E‐05  6  83 
elav 2D2/Df rescue  0 ± 0  0 ± 0  1.05E‐05  6  86 












Control  4.3 ± 0.3  100 ± 6.2    6  17 
PreRNAi  3.7 ± 0.3  86.5 ± 7.2  0.17647  6  21 
EP/EP  5 ± 0.5  116.4 ± 10.8  0.23577  6  23 
EP/Df  7.2 ± 0.6  168.3 ± 14.8  0.00047  6  22 
2D2/Df  7.8 ± 0.7  181.9 ± 16  0.0001  6  21 
4S3/Df  7.2 ± 0.6  167.1 ± 13.1  0.00019  6  23 
elav EP/Df rescue  4.8 ± 0.4  112.2 ± 10.4  0.00346  6  22 
elav 2D2/Df rescue  4.4 ± 0.5  103.3 ± 10.5  0.00015  6  23 
elav 4S3/Df rescue  4.2 ± 0.3  98.2 ± 7.5  4.13E‐05  6  23 












Control  49.6 ± 2.5  100 ± 5    6  17 
PreRNAi  29.9 ± 2.8  60.1 ± 5.7  9.65E‐06  6  21 
EP/EP  37.9 ± 3.1  76.4 ± 6.3  0.00854  6  23 
EP/Df  28.3 ± 1.7  56.9 ± 3.5  1.09E‐08  6  22 
2D2/Df  36.3 ± 1.7  73.2 ± 3.4  5.36E‐05  6  21 
4S3/Df  25.1 ± 1.7  50.6 ± 3.4  2.66E‐10  6  23 
elav EP/Df rescue  34.3 ± 3.4  69 ± 6.8  0.12086  6  22 
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elav 2D2/Df rescue  38.4 ± 2.4  77.3 ± 4.8  0.4957  6  23 
elav 4S3/Df rescue  35.1 ± 1.9  70.8 ± 3.8  0.00031  6  23 











Control  160 ± 9.8  100 ± 6.1    6  17 
PreRNAi  109 ± 9.8  68.1 ± 6.1  0.00087  6  21 
EP/EP  142.6 ± 13.4  89.1 ± 8.4  0.33142  6  23 
EP/Df  100.4 ± 6.8  62.7 ± 4.3  8.88E‐06  6  22 
2D2/Df  104.3 ± 4.5  65.2 ± 2.8  3.08E‐06  6  21 
4S3/Df  86.4 ± 4.6  54 ± 2.9  7.35E‐09  6  23 
elav EP/Df rescue  135.2 ± 11.2  84.5 ± 7  0.01131  6  22 
elav 2D2/Df rescue  150.1 ± 9  93.8 ± 5.6  6.72E‐05  6  23 
elav 4S3/Df rescue  147.6 ± 8.7  92.2 ± 5.4  1.61E‐07  6  23 












Control  2.4 ± 0.2  100 ± 8.3    6  17 
PreRNAi  1.8 ± 0.3  73.4 ± 13.3  0.11729  6  21 
EP/EP  2 ± 0.2  83.5 ± 9.8  0.22569  6  23 
EP/Df  1.1 ± 0.1  44.2 ± 5.1  5.71E‐07  6  22 
2D2/Df  1.3 ± 0.2  53.5 ± 7.6  0.00019  6  21 
4S3/Df  0.8 ± 0.1  35.1 ± 3.4  1.07E‐09  6  23 
elav EP/Df rescue  1.7 ± 0.2  70 ± 8.9  0.01606  6  22 
elav 2D2/Df rescue  2.3 ± 0.2  96.3 ± 10  0.0016  6  23 
elav 4S3/Df rescue  2.3 ± 0.2  93.7 ± 9.4  5.12E‐07  6  23 





Genotype  Retraction frequency [%]  P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control ‐ L2 larvae  0.6 ± 0.4    10  310 
4S3xDf ‐ L2 larvae  2.2 ± 1.4  0.082  10  240 
         
Control ‐ L3 larvae  4.7 ± 1.5    10  301 
4S3xDf ‐ L3 larvae  80 ± 3.1  1.28E‐14  10  320 
L3 compared to L2 
larvae 
       
Control    0.00798     
4S3xDf    1.28E‐14     









Control ‐ L2 larvae  0.6 ± 0.4  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
4S3xDf ‐ L2 larvae  2.2 ± 0.8  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
      
Control ‐ L3 larvae  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
4S3xDf ‐ L3 larvae  11.3 ± 2.5  17.5 ± 2.1  51.3 ± 3.3  3.1 ± 1.1 
         
Table 10. Mlf & BunA ‐ Retraction frequency on muscles 1/9 & 2/10 (ad Figure 6 D).
Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  4.7 ± 1.5    10  301 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  4.2 ± 0.9  0.78278  3  90 
Mlf∆C1 mat. ctr.  9.4 ± 2.3  0.14412  10  297 
Bun 200B/GE  10.3 ± 3.2  0.10595  10  283 









Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  2.2 ± 1  2.2 ± 2.1  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1 mat. ctr.  4.7 ± 1.3  3.4 ± 1.3  1.3 ± 0.7  0 ± 0 











Control  4.3 ± 0.3  100 ± 6.2    6  17 
Mlf∆C1 mat. ctr.  2.7 ± 0.2  63.8 ± 4.4  2.03E‐05  6  23 









Control  49.6 ± 2.5  100 ± 5    6  17 
Mlf∆C1 mat. ctr.  25.3 ± 1.8  51.1 ± 3.6  6.27E‐10  6  23 








Control  160 ± 9.8  100 ± 6.1    6  17 
Mlf∆C1 mat. ctr.  106.3 ± 7.9  66.4 ± 4.9  0.00011  6  23 








Control  2.4 ± 0.2  100 ± 8.3    6  17 
Mlf∆C1 mat. ctr.  1.9 ± 0.4  78 ± 15  0.25067  6  23 















Control  4.7 ± 1.3       10  301 
Mlf∆C1/+  3.4 ± 1.6  0.54191  Control     10  300 
2D2/+  3.8 ± 1.3  0.53279  Control     10  297 
Mlf∆C1/+; 2D2/+  8.4 ± 1.6  0.07759  Control     10  301 
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Mlf∆C1/Mlf∆C1  4.2 ± 0.9  0.78278  Control     3  24 
Mlf∆C1/Mlf∆C1; 
2D2/+ 
25 ± 5.1  0.00021  Control  0.02107  Mlf∆C1/
Mlf∆C1 
6  181 
2D2/Df  36.6 ± 9  0.00293  Control     10  320 
Mlf∆C1/+; 
2D2/Df 










Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
Mlf∆C1/+  2.2 ± 1  0.9 ± 0.5  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
2D2/+  2.2 ± 0.9  1.3 ± 0.5  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
Mlf∆C1/+; 2D2/+  4.7 ± 0.8  3.4 ± 0.6  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  2.2 ± 1  2.2 ± 2.1  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1; 
2D2/+ 
9.9 ± 1.6  11 ± 2.4  5.5 ± 2.1  0.6 ± 0.5 
2D2/Df  11.9 ± 3.5  13.4 ± 3.7  11.3 ± 3.6  1.3 ± 0.5 













Control  4.7 ± 1.3       10  301 
Bun200B/+  3.4 ± 0.7  0.33451  Control     10  307 
2D2/+  3.8 ± 1  0.53279  Control     10  297 
Bun200B/+; 
2D2/+ 
3.1 ± 1  0.32974  Control     10  293 
Bun200B/GE  10.3 ± 3.5  0.10595  Control     10  283 
Bun200B/GE; 
2D2/+ 
5 ± 1.3  0.94153  Control  0.10642  Bun200B/
GE 
10  307 
2D2/Df  36.6 ± 9  0.00293  Control     10  320 
Bun200B/+; 
2D2/Df 












Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
Bun200B/+  2.5 ± 0.9  0.6 ± 0.4  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
2D2/+  2.2 ± 0.9  1.3 ± 0.5  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
Bun200B/+; 
2D2/+ 
2.2 ± 0.9  0.6 ± 0.4  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
Bun200B/GE  5.6 ± 1.8  2.8 ± 1  1.9 ± 1  0 ± 0 
Bun200B/GE; 
2D2/+ 
2.5 ± 0.6  2.5 ± 0.8  0 ± 0  0 ± 0 
2D2/Df  11.9 ± 3.5  13.4 ± 3.7  11.3 ± 3.6  1.3 ± 0.5 
Bun200B/+; 
2D2/Df 







Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  4.7 ± 1.5    10  301 
PreRNAi  57.8 ± 5.2  1.38E‐08  10  320 
EP/EP  47.8 ± 3.3  1.99E‐10  10  298 
EP/Df  41.6 ± 5.9  9.16E‐06  10  310 
2D2/Df  36.6 ± 9  0.00293  10  320 
4S3/Df  80 ± 3.1  2.47E‐14  10  320 
elav EP/Df rescue  5.9 ± 1.9  1.97E‐05  10  299 
elav 2D2/Df rescue  3.4 ± 0.9  0.00181  10  312 
OK371 2D2/Df rescue  7.5 ± 2  0.00583  10  310 
elav 4S3/Df rescue  7.2 ± 1.7  7.56E‐14  10  306 










Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
PreRNAi  12.8 ± 2.1  15.3 ± 2.5  29.7 ± 3.8  2.2 ± 0.9 
EP/EP  13.8 ± 1.8  17.1 ± 2.2  20.5 ± 2.9  0.7 ± 0.4 
EP/Df  10 ± 1.7  13.9 ± 2.9  19 ± 4.3  1.3 ± 0.7 
2D2/Df  11.9 ± 3.5  13.4 ± 3.7  11.3 ± 3.6  1.3 ± 0.5 
4S3/Df  11.3 ± 2.5  17.5 ± 2.1  51.3 ± 3.3  3.1 ± 1.1 
elav EP/Df rescue  5 ± 1  1 ± 0.7  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
elav 2D2/Df rescue  2.6 ± 0.9  1 ± 0.7  0 ± 0  0 ± 0 
OK371 2D2/Df rescue  4.8 ± 1.8  1.6 ± 0.8  1.3 ± 1  0 ± 0 
elav 4S3/Df rescue  2.6 ± 0.6  2 ± 0.8  2.9 ± 1.3  0 ± 0 
elav; UAS‐Madm  2.2 ± 0.5  1 ± 0.7  0 ± 0  0 ± 0 
 
Table 22. Madm ‐ Retraction frequency on muscles 6/7 (ad Figure S1 F). 
Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  3.8 ± 2.7    10  80 
PreRNAi  42.5 ± 4.2  4.03E‐07  10  80 
EP/EP  43.8 ± 5  1.44E‐06  10  80 
EP/Df  26.3 ± 6.8  6.64E‐03  10  80 
2D2/Df  40 ± 6.1  3.72E‐05  10  80 
4S3/Df  65 ± 5.5  9.22E‐09  10  80 
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elav EP/Df rescue  6.3 ± 2.8  1.44E‐02  10  79 
elav 2D2/Df rescue  7.5 ± 3.3  0.00019  10  80 
OK371 2D2/Df rescue  21.3 ± 5.3  0.03245  10  80 
elav 4S3/Df rescue  17.5 ± 5  5.30E‐06  10  80 










Control  3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
PreRNAi  23.8 ± 4.4  13.8 ± 3.5  5 ± 2.8  0 ± 0 
EP/EP  11.3 ± 2.9  20 ± 3.8  12.5 ± 3.7  0 ± 0 
EP/Df  13.8 ± 2.9  7.5 ± 3.8  5 ± 2.8  0 ± 0 
2D2/Df  18.8 ± 4.3  13.8 ± 3.9  7.5 ± 3.3  0 ± 0 
4S3/Df  16.3 ± 3.8  25 ± 5.3  23.8 ± 5.7  0 ± 0 
elav EP/Df rescue  6.3 ± 2.8  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
elav 2D2/Df rescue  6.3 ± 2.8  1.3 ± 1.3  0 ± 0  0 ± 0 
OK371 2D2/Df rescue  16.3 ± 3.3  3.8 ± 3.8  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
elav 4S3/Df rescue  12.5 ± 3.7  3.8 ± 1.9  1.3 ± 1.3  0 ± 0 











Control  12.5 ± 0.4  100 ± 3    5  45 
EP/EP  19.9 ± 0.9  159.1 ± 7.2  6E‐12  5  37 
EP/Df  18.3 ± 0.8  146.1 ± 6.7  0.0000000
02 
5  35 
2D2/Df  20.5 ± 1  164 ± 7.9  1E‐11  5  40 
4S3/Df  23.9 ± 0.8  191.2 ± 6.7  1.50E‐21  5  40 
elav 2D2/Df rescue  14.3 ± 0.7  114.4 ± 5.7  0.000002  5  42 
elav 4S3/Df rescue  16 ± 0.4  127.8 ± 3.1  1.4E‐14  5  51 











Control  15.3 ± 1.3  100 ± 8.6    5  45
EP/EP  15.8 ± 0.4  103.3 ± 2.7  0.56318 5  37
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EP/Df  14.3 ± 0.5  93.4 ± 3.4  0.28109 5  35
2D2/Df  13.5 ± 0.4  88.3 ± 2.9  0.04241 5  40
4S3/Df  16 ± 0.9  104.8 ± 6  0.52372 5  40
elav 2D2/Df rescue  14.6 ± 0.4  95.7 ± 2.5  0.05895 5  42
elav 4S3/Df rescue  15.8 ± 0.3  103.8 ± 2.1  0.85949 5  51
elav; UAS‐Madm  13.4 ± 0.2  88 ± 1.3  0.01056 5  51
 
Table. 26 Madm ‐ Time course of stability on muscles 6/7 ‐ Retraction frequency (ad Figure S4 A). 
Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control ‐ L2 larvae  1.3 ± 1.3    10  76 
4S3xDf ‐ L2 larvae  1.3 ± 1.3  0.84372  10  75 
      
Control ‐ L3 larvae  3.8 ± 2.7    10  80 
4S3xDf ‐ L3 larvae  65 ± 5.5  9.22E‐09  10  80 
      
L3 compared to L2 larvae     
Control    0.51619     












1.3 ± 1.3  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
4S3xDf ‐ L2 
larvae 
1.3 ± 1.3  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
      
Control ‐ L3 
larvae 
3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
4S3xDf ‐ L3 
larvae 




Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs]
Control  4.7 ± 1.5    10  301 
2D2/Df  36.6 ± 9  0.00293  10  320 
elav 2D2/Df rescue  3.4 ± 0.9  0.00181  10  312 
elav EGFP 2D2/Df rescue  6.3 ± 1.7  0.01476  7  212 
elav; UAS‐Madm  3.1 ± 1  0.29044  10  313 
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Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
2D2/Df  11.9 ± 3.5  13.4 ± 3.7  11.3 ± 3.6  1.3 ± 0.5 
elav 2D2/Df rescue  4.8 ± 1.4  0.6 ± 0.4  0.6 ± 0.6  0 ± 0 
elav EGFP 2D2/Df rescue  5.2 ± 1.7  1.4 ± 0.6  0 ± 0  0 ± 0 
elav; UAS‐Madm  2.2 ± 0.5  1 ± 0.7  0 ± 0  0 ± 0 









Control  4.3 ± 0.3  100 ± 6.2    6  17 
elav; UAS‐Madm  4.1 ± 0.3  95.1 ± 6.6  0.60485  6  24 









Control  49.6 ± 2.5  100 ± 5    6  17 
elav; UAS‐Madm  38.5 ± 1.8  77.5 ± 3.7  0.0006  6  24 









Control  160 ± 9.8  100 ± 6.1    6  17 
elav; UAS‐Madm  151.4 ± 5.9  94.6 ± 3.7  0.42968  6  24 











Control  2.4 ± 0.2  100 ± 8.3    6  17 
elav; UAS‐Madm  3.5 ± 0.3  146.4 ± 12.8  0.00839  6  24 
elav; UAS‐EGFP‐Madm  2.5 ± 0.3  105.4 ± 10.7  0.69713  6  19 
 
Table. 34 Mlf & BunA ‐ Retraction frequency on muscles 6/7 (ad Figure S6 A). 
Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  3.8 ± 2.7    10  80 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  4.2 ± 4.2  0.94007  3  24 
Mlf∆C1 mat. ctr.  15 ± 4.9  0.05746  10  79 










Control  3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  4.2 ± 4.2  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1 mat. ctr.  7.6 ± 4.2  3.8 ± 1.7  0 ± 0  0 ± 0 








Control  12.5 ± 0.4  100 ± 3    5  45 








Control  15.3 ± 1.3  100 ± 8.6    5  45 
















Control  3.8 ± 2.7       10  80 
Mlf∆C1/+  1.3 ± 1.3  0.40729  Control     10  79 
2D2/+  3.8 ± 1.9  1  Control     10  80 
Mlf∆C1/+; 2D2/+  10 ± 2.5  0.10456  Control  0.10456  Control  10  80 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  4.2 ± 4.2  0.94007  Control     3  24 
Mlf∆C1/Mlf∆C1; 
2D2/+ 





15 ± 4.9  0.05746  Control     10  79 
Mlf∆C1/Mlf∆C1; 
2D2/+ mat. ctr. 




2D2/Df  40 ± 6.1  3.72E‐05  Control     10  80 
Mlf∆C1/+; 
2D2/Df 










Control  3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/+  0 ± 0  1.3 ± 1.3  0 ± 0  0 ± 0 
2D2/+  3.8 ± 1.9  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/+; 2D2/+  8.8 ± 2.7  1.3 ± 1.3  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1  4.2 ± 4.2  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1; 2D2/+  18.8 ± 7.7  0 ± 0  2.1 ± 2.1  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1 mat. ctr.  12.7 ± 4.2  2.5 ± 1.7  0 ± 0  0 ± 0 
Mlf∆C1/Mlf∆C1; 2D2/+ 
mat. ctr. 
16.3 ± 3.3  2.5 ± 1.7  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
2D2/Df  18.8 ± 4.3  13.8 ± 3.9  7.5 ± 3.3  0 ± 0 














Control  3.8 ± 2.7       10  80 
Bun200B/+  2.5 ± 1.7  0.69577  Control     10  80 
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2D2/+  3.8 ± 2.8  1  Control     10  80 
Bun200B/+; 
2D2/+ 
7.5 ± 7.4  0.34191  Control     10  80 
Bun200B/GE  11.3 ± 4.1  0.09655  Control     10  79 
Bun200B/GE; 
2D2/+ 
17.5 ± 4.2  0.01221  Control  0.2684  Bun200B/
GE 
10  78 
2D2/Df  40 ± 6.1  3.72E‐05  Control     10  80 
Bun200B/+; 
2D2/Df 










Control  3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Bun200B/+  2.5 ± 1.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
2D2/+  3.8 ± 1.9  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
Bun200B/+; 
2D2/+ 
2.5 ± 1.7  3.8 ± 2.7  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
Bun200B/GE  7.6 ± 2.8  3.8 ± 1.9  0 ± 0  0 ± 0 
Bun200B/GE; 
2D2/+ 
16.7 ± 4.2  1.3 ± 1.3  0 ± 0  0 ± 0 
2D2/Df  18.8 ± 4.3  13.8 ± 3.9  7.5 ± 3.3  0 ± 0 
Bun200B/+; 
2D2/Df 







Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  6.3 ± 2.8    10  80 
PreRNAi  47.5 ± 6.9  2.09E‐05  10  80 
EP/EP  62.5 ± 5.3  1.51E‐08  10  80 
EP/Df  40 ± 5.2  1.28E‐05  10  80 
2D2/Df  21.3 ± 3.3  1.29E‐03  10  80 
4S3/Df  36.3 ± 7.8  1.36E‐03  10  80 
elav EP/Df rescue  5 ± 2.8  1.28E‐05  10  79 
elav 2D2/Df rescue  1.3 ± 1.3  1.94E‐05  10  80 
OK371 2D2/Df rescue  3.8 ± 2.7  0.00059  10  80 
elav 4S3/Df rescue  2.5 ± 1.7  4.90E‐04  10  79 










Control  2.5 ± 1.7  1.3 ± 1.3  2.5 ± 1.7  0 ± 0 
PreRNAi  17.5 ± 4.6  15 ± 3.1  15 ± 3.6  5 ± 2 
EP/EP  8.8 ± 3.3  8.8 ± 3.3  45 ± 5.3  3.8 ± 2.7 
EP/Df  5 ± 2.8  16.3 ± 3.3  18.8 ± 3.8  10 ± 3.1 
2D2/Df  5 ± 2.8  12.5 ± 2.6  3.8 ± 1.9  0 ± 0 
4S3/Df  10 ± 3.6  12.5 ± 4.2  13.8 ± 3.5  5 ± 2 
elav EP/Df rescue  2.5 ± 1.7  1.3 ± 1.3  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
elav 2D2/Df rescue  0 ± 0  0 ± 0  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
OK371 2D2/Df rescue  2.5 ± 2.5  0 ± 0  1.3 ± 1.3  0 ± 0 
elav 4S3/Df rescue  2.5 ± 1.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 











Control  0.4 ± 0.1  100 ± 36.4    6  17 
PreRNAi  0.3 ± 0.1  81 ± 25.6  0.66312  6  21 
EP/EP  1.3 ± 0.2  306.2 ± 57.6  0.00832  6  23 
EP/Df  1.6 ± 0.3  397.4 ± 68.8  0.0012  6  22 
2D2/Df  1 ± 0.2  254.4 ± 45.8  0.01526  6  21 
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4S3/Df  1.8 ± 0.2  432.9 ± 45.7  3.91E‐06  6  23 
elav EP/Df rescue  1.3 ± 0.2  309.1 ± 58  0.33211  6  22 
elav 2D2/Df rescue  0.8 ± 0.3  200.6 ± 69.4  0.52939  6  23 
elav 4S3/Df rescue  0.7 ± 0.2  158.4 ± 44.8  9.63E‐05  6  23 








Control  37383.1 ± 1568.3  100 ± 4.2    6  17 
PreRNAi  44167 ± 1224  118.1 ± 3.3  0.0014  6  21 
EP/EP  40065.8 ± 1276.4  107.2 ± 3.4  0.18888  6  23 
EP/Df  37615.1 ± 1546.6  100.6 ± 4.1  0.91794  6  22 
2D2/Df  41169.3 ± 1965.3  110.1 ± 5.3  0.15443  6  21 
4S3/Df  41594.4 ± 1334.6  111.3 ± 3.6  0.04749  6  23 
elav EP/Df rescue  48186.9 ± 1566  128.9 ± 4.2  2.01E‐05  6  22 
elav 2D2/Df rescue  51699.5 ± 1542.2  138.3 ± 4.1  0.00012  6  23 
elav 4S3/Df rescue  49742.5 ± 1198.3  133.1 ± 3.2  4.29E‐05  6  23 




Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  4.7 ± 1.5    10  301 
PostRNAi  10.6 ± 3.1  8.02E‐02  10  290 
4S3/Df  80 ± 3.1  2.47E‐14  10  320 
MEF2 4S3/Df rescue  3.8 ± 1.1  9.12E‐15  10  314 











Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
PostRNAi  10.3 ± 3.2  1 ± 0.5  0.3 ± 0.3  0 ± 0 
4S3/Df  11.3 ± 2.5  17.5 ± 2.1  51.3 ± 3.3  3.1 ± 1.1 
MEF2 4S3/Df rescue  3.1 ± 1  0.6 ± 0.4  0 ± 0  0 ± 0 





Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  3.8 ± 2.7    10  80 
PostRNAi  12.5 ± 4.2  9.39E‐02  10  80 
4S3/Df  65 ± 5.5  9.22E‐09  10  80 
MEF2 4S3/Df rescue  7.5 ± 3.8  9.25E‐08  10  80 











Control  3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 
PostRNAi  10 ± 3.1  0 ± 0  2.5 ± 2.5  0 ± 0 
4S3/Df  16.3 ± 3.8  25 ± 5.3  23.8 ± 5.7  0 ± 0 
MEF2 4S3/Df rescue  6.3 ± 2.8  0 ± 0  1.3 ± 1.3  0 ± 0 









Control  4.3 ± 0.3  100 ± 6.2    6  17 
4S3/Df  7.2 ± 0.6  167.1 ± 13.1  0.00019  6  23 









Control  49.6 ± 2.5  100 ± 5    6  17 
4S3/Df  25.1 ± 1.7  50.6 ± 3.4  2.66E‐10  6  23 











Control  160 ± 9.8  100 ± 6.1    6  17 
4S3/Df  86.4 ± 4.6  54 ± 2.9  7.35E‐09  6  23 









Control  2.4 ± 0.2  100 ± 8.3    6  17 
4S3/Df  0.8 ± 0.1  35.1 ± 3.4  1.07E‐09  6  23 









Control  4.3 ± 0.3  100 ± 6.2    6  17 
2D2/Df  7.8 ± 0.7  181.9 ± 16  0.0001  6  21 









Control  49.6 ± 2.5  100 ± 5    6  17 
2D2/Df  36.3 ± 1.7  73.2 ± 3.4  5.36E‐05  6  21 











Control  160 ± 9.8  100 ± 6.1    6  17 
2D2/Df  104.3 ± 4.5  65.2 ± 2.8  3.08E‐06  6  21 









Control  2.4 ± 0.2  100 ± 8.3    6  17 
2D2/Df  1.3 ± 0.2  53.5 ± 5.3  1.90E‐04  6  21 
Mlf∆C1/+; 2D2/Df  1 ± 0.2  42.2 ± 3.7  1.07E‐05  6  19 
 
Table 57. Bun 149/GE ‐ Retraction frequency on muscles 1/9 & 2/10 (ad Thesis Figure 11 A). 
Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  4.7 ± 1.5    10  301 










Control  2.3 ± 0.7  1.3 ± 0.5  1.3 ± 0.5  0 ± 0 
Bun 149/GE  8.8 ± 1.3  7.5 ± 2.8  1.6 ± 0.7  0.3 ± 0.3 
 
Table 59. Bun 149/GE ‐ Retraction frequency on muscles 6/7 (ad Thesis Figure 11 C). 
Genotype  Retraction frequency [%] P‐value  n [# animals]  n [# NMJs] 
Control  3.8 ± 2.7    10  80 










Control  3.8 ± 2.7  0 ± 0  0 ± 0  0 ± 0 




Genotype  Absolute value  Normalized to control [%] P‐value  n [# animals]  n [#NMJs] 
Control  4.3 ± 0.3  100 ± 6.2    6  17 




Genotype  Absolute value  Normalized to control [%] P‐value  n [# animals]  n [#NMJs] 
Control  49.6 ± 2.5  100 ± 5    6  17 




Genotype  Absolute value  Normalized to control [%] P‐value  n [# animals]  n [#NMJs] 
Control  160 ± 9.8  100 ± 6.1    6  17 






Normalized to control [%]  P‐value  n [# animals]  n [#NMJs] 
Control  2.4 ± 0.2  100 ± 8.3    6  17 































1  PI4K  15993  esd: morphology defects  (!) or ! 
2  Chd64  5654  esd: elongated ventral nerve cord; morphology 
defects, mostly † L2 
!! 












7  Roadblock  22760  esd: stability and transport defects  !! 
150 
8  Paramyosin  33615  esd: satellite boutons and morphology defects  !  
9  PTEN  35731  esd: morphology defects  ! or !! 







1  Formin3  42302  morphology defects ‐ fused GluRIII clusters  !! 




4  Tropomyosin 2  42008  muscle and morphology defects, dB: † as pupae  !! 





7  Chd64  5654  BG57: mostly † L2   
8  KLHL18  43777  morphology defects  ! 
9  Integrin  29619  BG57: † L1/L2   



















3  Stat92E  43866  esd: morphology, stability, growth 
and transport defects 
!  JAK‐STAT 




5  TSC2  103417  esd: morphology ("gnarled tree") 
and transport defects 
!!  PTEN 




7  HH  1403  esd: stability, morphology and slight 
transport defects 
!  HH 
8  Rhomboid  51952  esd: mild stability and muscle 
defects, transport defects 
(!)  EGFR 




10  AP‐2σ  34148  esd: morphology defects  !  noncan Wnt 
11  RhoA  109420  esd: morphology and growth defects  (!)  Ras 
superfamily 









104621  BG57: very liƩle, † as pupae, no flies    noncan 
Wnt 
2  Rab11  108382  dB: muscle phenotype, morphology 
defects 
  Notch 
3  Roc1  32399  dB: major muscle phenotype, 
morphology defects 
  HH 
4  Stat92E  43866  dB: stability and morphology defects  !  JAK‐STAT 
5  TRAF6  16125  dB: muscle phenotype, major stability 
and morphology defects 
!!  NF‐κB 
6  Myo62F  49345  dB: muscle phenotype, stability and 
growth defects 
!(!)  Notch 













Symbol  Names & Synonyms  Annotation  Transformant 
ID 
Sep5  septin 5  CG2916  25454 
Actr13E  Acrp, Actin‐related protein 13E  CG11678  17242 
   CG17150  35625 
   CG13930  17753 
   CG11659  16258 




   CG6300  27576 
Robl  roadblock  CG10751  22760 
Sry‐α  serendipity alpha  CG17957  23954 
Mical    CG33208  46096 
Formin3  ah1644, formin/DIA‐like  CG33556  42302 
Dyn  dynactin, dynactin‐subunit‐p25, dyn‐p25, p25 subunit  CG10846  8058 




TnC  tnC4, TpnC4, TpnC41F, TpnC IIIb  CG12408  51740 
   CG15609  43406 
Mp20  Muscle protein 20, myophilin, Tpn  CG4696  40554 







Msp‐300,  Muscle‐specific protein 300, Nesprin, Spec25CD  CG33715  50192 
KIF23  Mitotic kinesin‐like protein 1, Mklp1, pav, pavarotti  CG1258  46134 




Pat1  Protein interacting with APP tail‐1  CG10695  27307 
KLC  kinesin, kinesin I, kinesin light chain  CG5433  39583 
DHC  beethoven, btv, DyneinHC, Dynein heavy chain 36D  CG15148  19323 
Robl22E    CG10838  28289 
   CG10859  27322 
153 
Gel  Gelsolin  CG1106  37865 
Ald  6 biphosphate‐aldolase A, fructose 1  CG6058  27541 
   CG5022  8262 
   CG6053  35052 
   CG11289  45993 
Mer  D Merlin, Emr2, Ezrin‐moesin‐radixin‐2  CG14228  7161 
Wave  scar  CG4636  21908 
   CG14763  8271 
   CG10971  16138 
  CG11339, CG15566, LP8211  CG34347  18066 
Cdlc2  Cytoplasmic dynein light chain 2, dlc  CG5450  42113 
  CG40016  CG17493  40080 
  CG15097  CG15097  25188 
PI4K  EG:BACR7C10.2  CG10260  15993 
KIF21A  DmCG5300, DmKlp31D, DmKlp31E, Klp31E  CG5300  34983 












Msps  Dis1, mini spindles, TOG, XMAP215  CG5000  21982 
CYLD    CG5603  15340 




BetaH  beta‐heavy‐spectrin  CG12008  37074 
   CG3339  41918 
Anx B9  Annexin B9, Annexin IX  CG5730  27493 
  BcDNA:AT15471, DmAAF51272  CG17237  51997 
   CG1571  51846 
Dbo  Diablo, Smac  CG6224  22476 
Actn  alpha actinin, fliA, flightless A  CG4376  7760 
Shi  shibire, shibiri, Ddyn, Ddyn3, Ddyn4, Dyn, dynamin  CG18102  3798 




  anon‐WO0140519.21, CG9489  CG31352  25750 
   CGnone  40113 
154 
KIF20A  Double or nothing, Dub, mei‐1794, sub, subito  CG12298  18754 
   CG5023  34914 
Tmod  CG11493, CG15540, sanpodo, spdo, tmod, tropomodulin  CG1539  32601 








  alpha‐catenin related  CG2987  7182 
Nullo  BcDNA:RE47733  CG14426  17589 








c62E‐11  CG1141, CG16764, villin‐like  CG33232  18081 
Sep1  Diff6, iby, innocent bystander, septin 1  CG1403  17344 
DmV  myosin V, NMC7, 43CD  CG2146  44291 
Incenp  anon‐WO0118547.171, Inner centromere protein  CG12165  17044 
   CG13465  49141 
Aip1    CG10724  22851 
  Filamin‐like  CG5984  52489 
Alpha‐ctn  alphacat, alpha‐catenin, Dalpha‐cadherin  CG17947  19182 
   CG10822  17005 




  CG15780, CG17763  CG34435  35553 
   CG16837  32751 
Parvin  CG12533  CG32528  11670 
Wsck    CG31127  1214 
Kif3A  DmKlp64D, Kinesin‐like protein at 64D, Klp4, klp64D  CG10642  45372 
Beta3t  B3t, beta 3 tubulin  CG3401  34606 
Grip84  gamma‐tubulin ring protein 84, GCP2  CG3917  34731 














mPM  miniparamyosin, Para, Prm  CG5939  33615 
  MICAL‐like, AAK93415  CG11259  17537 
Arp11  Actin‐releated protein 11  CG12235  31710 
Dlc90F  Dynein light chain 90F  CG12363  31749 
PTEN  PTEN3  CG5671  35731 
   CG13913  41514 








Klar  klarsicht, kls, marb, marbles  CG17046  32836 
Fli  flightless, standby  CG1484  39528 
Vin2EF  Vinculin at 2EF  CG3299  34586 
KIF16A  Kinesin‐like protein at 98A, Klp98A  CG5658  40603 
Tm2  Tropomyosin 2, Troponin H  CG4843  42008 
  BcDNA:GH23906, CG3950, CG3960  CG34417  34098 
Cdk5  Cyclin‐dependent kinase 5  CG8203  35855 
Mlc‐c  Myosin light chain cytoplasmic  CG3201  30035 
  CG2159  CG32485  34565 
Fs  fascin, singed, sn  CG32858  32579 




p34  p34, anon‐WO0118547.154, Arc‐p34, Arpc2, ARPC2/p34  CG10954  45013 
   CG1812  15491 
  anon‐WO0172774.98, CG13485, CG6807  CG32138  34412 
f  forked  CG5424  33200 
KIF10  CENP‐E meta, cmet  CG6392  35081 
p130CAS  CT1293  CG1212  41479 
Cdep  i23, CG1283, CG2008  CG31536  25049 




Talin  rhea, Talin  CG6831  40399 
Vinculin  Vin2EF, vinc  CG3299  34585 
Tensin    CG9379  22823 
Integrin  MAb6G11  CG1560  29619 










Symbol  Names & Synonyms  Annotation  Transformant ID 
     
EGFR      
Spitz  Spi  CG10334  3920 
Gurken  s‐Grk, CT32746, grk  CG17610  4332 
Keren  s‐krn, spitz2  CG32179  27111 
Star  S  CG4385  109838 
Rhomboid  rho  CG1004  51952 
EGFR  pnt, top  CG10079  43268 
PLC  Phospholipase C  CG4574  26558 
SHC  SHC‐adaptor  CG3715  40464 
SOS  Son of sevenless  CG7793  106925 
TACE  CT23908  CG7908  2733 
ARGOS  rlt, roulette,strawberry  CG4531  47180 
CHIP    CG5203  107447 
Kekkon‐1  NB1  CG12283  4761 
Cbl  anon‐WO0118547.68  CG7037  22335 
Nedd8  Nedd8  CG10679  28444 
TSG101  Tsg101  CG9712  23944 
     
ESCRT machinery (endosomal sorting)     
TSG101    CG6637  21658 
Larsen    CG9779  100295 
     
PTEN      
FOXO  Q95V55, Afx  CG3143  106097 
BAD      
TSC1  rocky, hamartin  CG6147  22252 
TSC2  ME 109, gigas  CG6975  103417 
Rheb      
Nedd4      
157 
PCAF    CG4107  108943 
p53    CG33336  103001 
RAD51    CG7948  13362 
     
mTOR      
4E‐BP  Phas1, pp20, thor  CG8846  35439 
GRB2  P1112, Su(sev)R1  CG6033  105498 
TCTP    CG4800  45532 
Raptor    CG4320  106491 
mLST8      
Rictor      
SIN1  SAPK‐interacting protein1  CG10105  18002 
Paxillin  Pax  CG31794  25853 
LKB1  PAR‐4,STK11  CG9374  108356 
     
Hedgehog      
Dally    CG4974  14136 
Dispatched    CG2019  10004 
Dlg      
Hedgehog  Mir, Mirabile, Moonrat  CG4637  1403 
Ttv  P1.15, toutvelu  CG10117  4871 
Botv  botv  CG15110  37185 
Sotv  sister of tout‐velu  CG8433  4902 
Ihog  ihog  CG9211  29898 
Boi  brother of ihog  CG32796  869 
Smo  smooth  CG9218  108351 
Ci  Cubitus interruptus  CG2125  51479 
Sufu  su(fu), Suppressor of fused  CG6054  35055 
PTC      
Engrailed  spermatheca, spt  CG9015  105678 
HIB  rdx, roadkill  CG12537  107294 
Cul3      
Pxb  baikal  CG33207  102240 
Cul1      
Roc1  Rbx1, Rbx1/Roc  CG16982  32399 
SCF‐Slimb      
    








Stat92E  Marelle, mrl  CG4257  43866 
     
Non‐canonical Wnt     
Wnt  Sp, spade, spd ,Sternopleural, Wingless  CG4889  104579 
Fz  frizzled, CG3646, DFz1  CG17697  43077 
Dvl  dishevelled  CG18361  101525 




Formin3  ah1644, CG14824, CG181  CG33556  45594 
Profilin  chickadee, chic, sand, stranded  CG9553  102759 
MRLC  muscle‐specific myosin light chain 2  CG2184  104621 
cJun  Jun‐related antigen, AP‐1, activator protein 1  CG2275  10835 
PXN  peroxidasin  CG12002  15276 
Dgo  diego  CG12342  108410 
Fmi  stan, starry night, flamingo, serpentine cadherin  CG11895  51382 
PLC  see EGFR pathway candidates; Phospholipase C  CG4574  26558 
Cdc42  Cell division control protein 42  CG12530  100794 
Armadillo  arm, beta‐catenin  CG11579  107344 
Rap1  Roughened, R  CG1956  20761 
Filamin  jbug, jitterbug  CG30092  28471 
FilaminA  shi kong, sko, cheerio  CG3937  107451 
Futsch  Map1B     
Lgl  BCL9, legless  CG2041  105874 
L2gl  lethal(2) giant larvae, p127  CG2671  51247 
Axn  axin  CG7926  7748 
Vang  Van Gogh, stb, strabismus  CG8075  100819 
Fy  fuzzy   CG13396  30760 
     
Wnt/β‐Catenin     
Porc  poc, por  CG6205  100780 
Wls  sprinter, srt, wls  CG6210  5215 
LRP  arr, arrow  CG5912  6708 
Cav  p55, 1G5  CG6219  15021 
IDAX    CG9973  36188 
     
Notch      
Notch  N, nd, n[fah], Nintra, Abruptex  CG3936  27229 
Delta  Overflow  CG3619  109491 
Serrate  Ripped wing, Rpw, ser  CG6127  108348 
O‐Fut1  neurotic ,ntc, nti  CG12366  44045 
Furin 1  dFur1  CG10772  22853 
159 
Furin 2  DFur2  CG18734  1020 
Fringe  D‐Fng  CG10580  51977 
Arrestin2  phosrestin‐1  CG5962  40999 
Deltex  dx  CG3929  7795 
Contactin  cont  CG1084  28294 
Neur  neuralized  CG11988  10662 
Mib  mind bomb 1  CG5841  27526 
Myo62F  Myo1B  CG9155  49345 
Epsin  liquid facets‐Related, CG13853, CG13854  CG42250  33799 
Epsin  liquid facets  CG8532  107300 
Rab11  Ras‐related protein 11  CG5771  108382 
Presenilin  pres  CG18803  101379 
MAM  N‐2G, SR2‐4  CG8118  102091 
CSL      
Sin3A    CG8815  105852 
Crumbs  crb  CG6383  39178 
     
NF‐κB      
TLR  tlr, toll, Toll like receptor, 18 wheeler  CG8896  965 
Tolkin  piranha, tldr1  CG6863  2656 
MyD88  krapfen  CG2078  25402 
TRIF      
IRAK      
RIP      
TRAF4  TNF‐receptor‐associated factor 4  CG3048  21214 
TRAF6  TNF‐receptor‐associated factor 6  CG10961  16125 
FADD  BG4  CG12297  100333 
p100  Pep  CG6143  22246 
p52  TFB2  CG7764  39069 
p105  Caf1‐10  CG12892  20270 
p50  dynamitin, p50/Dmn  CG8269  23726 
CYLD  cylindromatosis ortholog (H. sapiens)  CG5603  101414 
BCR  RhoGAP1A, CG17617  CG00000  33029 
     
Ras superfamily     
RhoA  Rho1  CG8416  109420 
Cdc42  see non‐canonical Wnt pathway  CG12530  100794 
Rac1  Rac GTPase  CG2248  49246 
Ras1  p21[Ras1]  CG9375  28129 
Ras2  Ras oncogene at 64B  CG1167  6225 
Rab5    CG3664  103945 
160 
RasGSP  Ras‐GAP  CG6721  105383 
GEF26  PDF‐GEF Dizzy, dizzy  CG9491  105159 
     
Additional e.g. Hippo pathway     
Mthl15  methuselah‐like 15  CG31720  102865 
DDB1    CG7769  44974 
DDB1    CG7769  44976 
Tankyrase    CG4719  21932 
Tankyrase    CG4719  21930 
Star  S.  CG4385  109838 
Tensin    CG9379  22823 
Crumbs    CG6383  39178 
Myc  Diminutive  CG10798  2948 
     
HDACs      
dHDACX    CG31119  108098 
dHDAC1    CG7471  30600 
dHDAC2    CG6170  108831 
dHDAC3    CG2128  107073 
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